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En aquest treball s’ha estudiat la interacció del fong fitopatogen del grup dels carbons Ustilago 
syntherismae amb la planta a la qual infecta, Digitaria sanguinalis.  
U. syntherismae té un efecte dràstic en la reproducció de D. sanguinalis ja que causa una 
important reducció en la producció de llavors. Aquest fet és degut a que, en aquest 
patosistema, el carbó es forma a la inflorescència de la planta, substituint les espiguetes per 
una massa d’espores.  
Concretament s’ha centrat l’estudi en una fase que es considera fonamental en el 
coneixement d’aquest patosistema: la infecció. 
Es va fer un experiment amb la finalitat de conèixer si la virulència del fong en el moment de la 
infecció varia segons el tipus d’espigueta i el tipus d'espora que interactuen. A més es va 
estudiar si el patró de germinació de la plàntula (radicular o coleoptilar) té algun efecte en el 
grau d’infecció. 
Es van emprar dos tipus d’espiguetes, unes provenien de plantes aparentment sanes 
(portadores només d’espiguetes) i les altres de plantes parcialment encarbonades (portadores 
tant d’espiguetes com d’espores). A més també s’utilitzaren dos tipus d’espores del fong, unes 
provinents de plantes completament encarbonades (portadores només d’espores) i les altres 
provinents de plantes parcialment encarbonades.  
S’utilitzà un mètode d’infiltració al buit per facilitar el contacte in vitro de les espiguetes i les 
espores i així induir artificialment la interacció entre la planta i el fong. Les plàntules inoculades 
es tenyiren i s’observaren al microscopi òptic per comprovar l’existència de fong en els seus 
teixits. L’experiment es va dividir en dos assajos, en el primer es va utilitzar material 
recol·lectat el 2009 i en el segon s’utilitzà material del 2011.  
Amb aquests assajos, es constatà que existeixen diferències significatives (P<0,05) en la 
virulència de les espores de U. syntherismae  dels dos tipus utilitzats. Els percentatges 
d’infecció de les plàntules inoculades amb espores provinents de plantes totalment 
encarbonades van ser significativament superiors. 
Pel que fa al tipus d’espiguetes, no es pot afirmar que els resultats mostrin diferències 
significatives (P<0,05)  en el grau d’infecció de les plàntules segons aquest factor. 
En relació al grau d’infecció de les plàntules, no és possible dir que existeixen diferències 
significatives (P<0,05) segons el patró de germinació (radicular o coleoptilar). Les plàntules 
amb patró de germinació radicular assoleixen una longitud del mesocòtil mitjana superior a la 
de les plàntules amb patró de germinació coleoptilar. 
 
 







En este trabajo se ha estudiado la interacción del hongo fitopatógeno del grupo de los 
carbones Ustilago syntherismae con la planta a la cual infecta, Digitaria sanguinalis. 
U. syntherismae tiene un efecto drástico en la reproducción de D. sanguinalis ya que causa una 
importante reducción en la producción de semillas. Este hecho es debido a que, en este 
patosistema, el carbón se forma en la inflorescencia de la planta, sustituyendo las espiguillas 
por una masa de esporas. 
Concretamente se ha centrado el estudio en una fase que se considera fundamental en el 
conocimiento de este patosistema: la infección.  
Se hizo un experimento con  la finalidad de conocer si la virulencia del hongo en el momento 
de la infección varía según el tipo de espiguilla i el tipo de espora que interactúan. A demás, se 
estudió si el patrón de germinación de la plántula (radicular o coleoptilar) tiene algún efecto en 
el grado de infección.  
Se emplearon dos tipos de espiguillas, unas provenían de plantas aparentemente sanas 
(portadoras sólo de espiguillas) y las otras de plantas parcialmente encarbonadas (portadoras 
tanto de espiguillas como de esporas). A demás, también se utilizaron dos tipos de esporas del 
hongo, unas provenientes de  plantas completamente encarbonadas (portadoras sólo de 
esporas) y las que provenían de plantas parcialmente encarbonadas. 
Se utilizó un método de infiltración al vacío para facilitar el contacto in vitro de las espiguillas y 
las esporas y así inducir artificialmente la interacción entre la planta y el hongo. Las plántulas 
inoculadas se tiñeron y se observaron al microscopio óptico para comprobar la existencia de 
hongo en sus tejidos. El experimento se dividió en dos ensayos, en el primero se utilizó 
material recolectado el 2009 y en el segundo se utilizó material del 2011.  
Con estos ensayos, se constató que existen diferencias significativas (P<0,05) en la virulencia 
de las esporas de U. syntherismae de los dos tipos utilizados. Los porcentajes de infección de 
las plántulas inoculadas con esporas provenientes de plantas totalmente encarbonadas fueron 
significativamente superiores.  
Respecto al tipo de espiguillas, no se puede afirmar que los resultados muestren diferencias 
significativas (P<0,05) en el grado de infección de las plántulas según este factor. 
En relación al grado de infección de las plántulas, no es posible decir que existen diferencias 
significativas (P<0,05) según el patrón de germinación (radicular o coleoptilar). Las plántulas 
con patrón de germinación radicular alcanzan una longitud del mesocótilo media superior a la 
de las plántulas con patrón de germinación coleoptilar. 
 







In this project, the interaction between the fitopathogen fungus Ustilago syntherismae and the 
plant at which it infects, Digitaria sanguinalis, has been studied.  
U. syntherismae has a drastic effect on the reproduction of D. sanguinalis because it causes an 
important reduction in the spikelet production. This fact is because the smut is formed in the 
plant’s inflorescence replacing spikelets by a spore mass. 
This project has been mainly focused on a stage which is considered essential in the knowledge 
of the pathosystem: the infection phase.  
An experiment was made in order to determine if the virulence of the fungus during infection 
phase varies according to the spikelet and spore type which are interacting.  In addition, it was 
studied whether the germination pattern (radicular or coleoptilar) had an effect in the 
infection grade. 
Two types of spikelets were used; some came from apparently disease-free plants (carrying 
only spikelets) and the others came from partly smutted plants (carriers of splikelets and 
spores). Furthermore, two types of fungus spores were also used; some came from completely 
smutted plants (carriers of only spores) and some from partly smutted plants.  
A vacuum infiltration method was used to facilitate the in vitro contact of spikelets and spores 
in order to induce the interaction between the plant and the fungus artificially. Inoculated 
seedlings were dyed and observed with the optical microscope to verify the existence of 
fungus in their tissues. The experiment was divided into two assays: one with material 
collected in 2009 and the other with material collected in 2011.  
These two assays showed that significant differences (P<0,05) exist in the virulence of the two 
types of U. syntherismae spores used. The seedling inoculated with spores coming from 
completely smutted plants showed significantly higher infection percentages. 
It cannot be said that the spikelets type was a significant source of variation (P<0,05) in the 
infection percentages of seedlings.  
In relation to the seedlings infection degree, it is not possible to say that significant differences 
(P<0,05) exist depending on the seedling germination pattern (radicular or coleoptilar). 
Seedlings with a radicular pattern of germination reach a higher average mesocotil length than 
those with coleoptilar pattern of germination. 
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Aquest treball pretén ser un pas més en el coneixement del patosistema Digitaria 
sanguinalis - Ustilago syntherismae. A continuació es presentaran alguns dels conceptes 
bàsics per entendre la interacció entre la planta i el fong estudiats. 
 
1.1. Antecedents  
 
Al setembre del 2004 varen ser observades per M.T. Mas i A.M.C. Verdú plantes de 
forcadella (Digitaria sanguinalis) infectades amb el fong fitopatògen Ustilago 
syntherismae, fet que causava que les inflorescències de la planta presentessin una 
massa d’espores negres, el carbó. Aquesta interacció es va detectar en el marge d’un 
camp cultivable de Torre Marimon (Caldes de Montbui, Barcelona, 46° 12’ N,  4° 33’ E) 
(Mas et al., 2006). 
Des d’aleshores s’han fet diversos estudis focalitzats en Digitaria sanguinalis, Ustilago 
syntherismae i en la seva interacció. 
 
 
1.2. Digitaria sanguinalis (L.) Scoop. 
1.2.1. Taxonomia i descripció morfològica 
 
 Posició taxonòmica  
Digitaria sanguinalis pertany botànicament a l’ordre dels Poals, família de les Poàcies 
(gramínies), subfamília de les Panicòidies i gènere Digitaria. 
 
 Noms comuns i nomenclatura històrica 
Nom comú català: Forcadella o pota de gall. 
Nom comú castellà: Garranchuelo, pata de gallina o guarda rocío. 
Nom comú anglès: Large crabgrass o hairy fingergrass. 
Nomenclatura històrica (sinonímies): Dactylon sanguinale Vill., Digitaria fimbriata Link., 
Digitaria marginata Link., Digitaria velutina (Forks.)P. Beauv., Panicum adscendens 






 Característiques morfològiques 
La forcadella és una planta herbàcia anual d'estiu que pot formar mates de fins a 60 cm 
d’alçada.  
La tija és llisa i glabra, tot i que els nusos són pilosos, i està ramificada per la base.  
Les fulles són linears, tenen el limbe de color verd a vermell-violeta recobert de pèls. La 
baina foliar presenta els mateixos tons, amb pèls més llargs. La lígula és membranosa i 
blanca (Behrendt i Hanf, 1979). 
La seva unitat de dispersió és l’espigueta, que està formada per dues flors, la inferior és 
estèril i està reduïda a una glumel·la. Les espiguetes estan comprimides pel dors i la seva 
mida és de 2,5 a 3,5mm x 1mm. 
La inflorescència té forma més o menys digitada i està formada per de 3 a 15 raïms 
unilaterals, sovint violacis (Bolòs et al., 2005). 
 
1.2.2. Patró de germinació 
 
En la majoria dels casos el primer signe de germinació d’una llavor és el creixement en 
allargada i pes de la radícula (Bewley i Black, 1994). Hi ha, però, algunes famílies que 
tenen patrons de germinació diferents, en les que la primera estructura en emergir no 
és la radícula.  
En el cas de la forcadella (Digitaria sanguinalis), les seves llavors tenen dos patrons de 
germinació segons l’òrgan que apareix primer (la radícula o el coleòptil) (Verdú i Mas, 
2014) (Figura 1): 
- Quan la radícula és el primer que emergeix de la cariòpside es diu que es tracta de 
germinació radicular (ra), que es considera la més típica. Després d’un cert grau 
de desenvolupament de la radícula, emergeix el coleòptil.  
- En el cas en que el coleòptil és la primera estructura que es veu aparèixer, es 
tracta de germinació coleoptilar (co). A continuació, s’elonga la zona del coleòptil-
mesocòtil, la radícula es comença a desenvolupar i finalment apareix el sistema 
radicular. 
Aquest tret es considera important en la interacció entre D. sanguinalis i U. 












Figura 1. Seqüències del desenvolupament d’una plàntula de Digitaria sanguinalis des de la germinació fins al 
creixement de la primera fulla. A la part superior s’hi observa l’espigueta germinant amb patró de germinació 








Digitaria sanguinalis és una gramínia cosmopolita, que creix en cultius de sòls arenosos 
fins a argilosos de zones càlides i també en molts cultius tropicals i subtropicals. En 
l’edat mitjana es cultivava com a planta per a l’alimentació (Behrendt i Hanf, 1979). 
Segons Holm et al (1997), Digitaria sanguinalis és una de les pitjors males herbes del 
món ja que es troba en una gran varietat de cultius i països, causant considerables 
pèrdues econòmiques i, per tant, té una incidència notable en l’agronomia mundial. 
 
 
1.3. Ustilago syntherismae 
1.3.1. Taxonomia i descripció morfològica 
 
 Posició taxonòmica  
Ustilago syntherismae pertany al Regne dels Fongs, a la classe Basidiomicets, a la 
subclasse Teliomicètides, a l’ordre de les Ustilaginals, a la família de les Ustilaginàcies i al 
gènere Ustilago.  
La subclasse de les Teliomicètides comprèn els rovells i els carbons, patògens de plantes, 
i un grup de basidiomicets levuriformes. Els rovells i els carbons es caracteritzen per la 
formació d’unes espores de resistència, les teliòspores. 
Aquesta subclasse es divideix en dos ordres: les Uredinals (formades pels rovells) i les 
Ustilaginals (formades pels fongs carbons i els basidiomicets levuriformes). 
Les Ustilaginàcies i les Tiletiàcies es diferencien entre elles pel tipus de germinació de les 
teliòspores.  Aquestes es caracteritzen per la producció  de masses d’espores negres 
amb aspecte de pols de carbó.  
Tots els fongs carbons són patògens de plantes i es calcula que n’existeixen unes 1100 
espècies que afecten a angiospermes de més de 75 famílies.  
Causen carbó a espècies cultivades com el blat de moro (Ustilago maydis), la civada 
(Ustilago avenae) i el blat (Tilletia caries, Ustilago tritici), cosa que provoca grans 
pèrdues econòmiques arreu del món. 
Poden infectar diverses parts de la planta hostatgera, encara que sovint afecten les flors 
(Alexopoulos i Mims, 1985).  
Molts representants de la família Ustilaginàcies són sistèmics i sobreviuen 
indefinidament a l’interior dels seus hostatgers, mantenint-hi el miceli en íntim contacte 




 Característiques morfològiques d’Ustilago syntherismae 
La morfologia de les espores de resistència, o teliòspores (o ustilòspores), és de globular 
o subglobular fins a ovoide. El seu diàmetre mitjà és de 10x12,5 µm, presenten parets 
gruixudes, rugoses i marronoses (Mas et al., 2006). Quan aquestes germinen, donen lloc 
a un promiceli septat i ramificat.  
 
 
1.4. El patosistema Digitaria sanguinalis - Ustilago syntherismae 





Es coneix que Ustilago syntherismae no es troba dins la llavor de Digitaria sanguinalis  i 
que la infecció no es dóna quan la planta està en estadi d’embrió.  L’entrada del fong 
dins la planta es produeix en els primeres fases de creixement d’aquesta, concretament 
en estadi de plàntula (Mas i Verdú, 2014). Per tant, una bona coordinació entre la 
germinació de la llavor i la de l’espora és essencial perquè es produeixi la infecció.  
Mas i Verdú (2014) van observar que en una plàntula infectada, la densitat màxima de 
miceli es trobava propera al meristema apical de la tija, a la base del coleòptil. Els 
estomes del coleòptil són obertures naturals que faciliten la penetració de la hifa 
infectiva.  En alguns casos, però, hi havia plàntules infectades que només tenien miceli 
visible al mesocòtil, cosa que fa pensar que aquesta zona també és sensible a ser 
penetrada pel fong. 
Falloon (1979) en l’estudi d’un patosistema similar (U. bullata- Bromus catharticus), va 
constatar que es requeria que la hifa dicariòtica del fong penetrés en el coleòptil 
immadur de l’hostatger perquè es donés la infecció. La planta va resultar ser susceptible 
a ser infectada fins que la primera fulla tenia 70 mm de llargada.  Per tant, es creu que el 
període de temps que passa entre la germinació i l’emergència de la plàntula resulta 
crucial per determinar el grau d’infecció de la planta (Verdú i Mas, 2014).  
No es coneix amb exactitud quina és la causa de les diferències en la infecció de 
plàntules segons si segueixen el patró de germinació radicular o el coleoptilar. Existeixen 
diverses hipòtesi sobre aquest tema, però a dia d’avui segueix sent un tret característic 
de la planta força desconegut. Per una banda, es creu que podria ser que quan un 
embrió de D. sanguinalis comença a germinar radicularment hi ha un període de temps, 
mentre s’elonga la radícula, en el qual les bràctees de l’espigueta es mantenen una mica 
separades degut al creixement de l’embrió. En aquest període, que en la germinació 





patró de germinació coleoptilar podrien ser genèticament capaces de generar més 
mecanismes de resistència (Mas i Verdú, 2014).  
Tant Digitaria sanguinalis com Ustilago syntherismae tenen una sola generació a l’any i 
arriben a la fase reproductiva alhora. 
 
Distribució del miceli del fong dins la planta 
 
El fong es distribueix per la tija de la planta, apareixent hifes visibles amb més 
freqüència als nusos que als entrenusos. Sovint les hifes es troben associades als teixits 
vasculars, essent més abundants en el floema. 
En les plantes parcialment encarbonades (alguna de les inflorescències d’una planta 
infectada aconsegueix prosperar lliure de carbó), el miceli s’observa a la part basal de 
l’hostatger i en els nusos de les ramificacions portadores d’inflorescències 
encarbonades. En algun cas també es pot trobar al primer nus de les ramificacions amb 
inflorescències sanes. 
En plantes asimptomàtiques pot aparèixer miceli a la base de la tija, tot i que no s’apreciï 
cap signe extern d’infecció (Mas i Verdú, 2014).  
Fullerton (1975) constata que en una gramínia Heteropogon contortus infectada pel fong 
carbó Sorosporium caledonicum, el miceli del paràsit es distribueix de manera similar.  
Un cop el fong ha infectat la planta, la possible colonització de les inflorescències depèn 
de l’habilitat de la planta d’elongar els entrenusos més ràpidament que la del fong de 
colonitzar-los.  
 
Grau d’afectació del fong a la planta 
 
Ustilago syntherismae té un efecte dràstic en la reproducció de Digitaria sanguinalis ja 
que causa una important reducció en la producció de llavors. En aquest patosistema, el 
carbó es forma a la inflorescència de la planta, substituint les espiguetes per una massa 
d’espores negres-marronoses amb textura polsosa. Al principi aquesta massa resta 
amagada darrera la fulla bandera, que la recobreix i més tard es fa més o menys visible, 
de 3-5 cm de llargada (Vánky, 1994). La majoria de les plantes que presenten carbó, no 
produeixen cap llavor.  
Segons el grau d’afectació a la reproducció de la planta causat pel fong, es poden 
distingir tres tipus de planta (excloent les plantes que no estan en contacte amb el fong): 
o Plantes aparentment sanes (PAS). En aquest cas les plantes són portadores de 
llavors, és a dir, les inflorescències es desenvolupen sense presència de carbó. A 




infectades pel fong. Pot esser que hagin aconseguit evitar la infecció o que no 
hagin desenvolupat la malaltia.  
o Plantes parcialment encarbonades (PPE). Aquest tipus de plantes presenten una 
part de les inflorescències transformades en espores del carbó i l’altra part amb 
alguna llavor aparentment viable. 
o Plantes completament encarbonades (PCE). En aquest cas les plantes tenen totes 
les inflorescències transformades en espores del carbó i no hi ha presència de 
llavors en cap d’elles. 
 
En un estudi dut a terme per Gallart et al (2009), s’observa que el fong podria introduir 
alguns canvis en la morfologia de la planta com ara la reducció de la biomassa de la part 
aèria, la producció de nous brots i l’alçada. A més, en podria augmentar el nombre de 
nusos, el de ramificacions i el de inflorescències. Aquests canvis, però, no es va poder 
descartar que estiguessin relacionats amb els efectes dependents de la densitat de 
plantes en camp. Es va veure que el fong no té efectes significatius en la mortalitat de la 
planta. 
 
1.4.2.  Control biològic de la mala herba 
 
Els fongs fitopatògens poden modificar l’estat de la planta a la qual infecten afectant-ne 
la supervivència, reproducció, capacitat competitiva, creixement i susceptibilitat de ser 
atacada per altres essers vius. 
Degut a que Digitaria sanguinalis depèn de les llavors per propagar-se i que aquestes 
tenen la capacitat de persistir al sòl 3 anys essent viables (Masin et al, 2006), la pràctica 
que podria resultar més efectiva per al tractament i control d’aquesta mala herba seria 
prevenir-ne la producció de llavors. 
Com que Ustilago syntherismae ha demostrat un grau d’especialització elevat en la 
infecció de plantes del gènere Digitaria, aquest fong té potencial com a micoherbicida 
per al control biològic d’aquest gènere (Johnson i Baudoin, 1997). Es podria utilitzar 
Ustilago syntherismae, per tant, com a mètode de control alternatiu als fins ara 







Com ja s’ha exposat en l’apartat anterior, l’estudi del patosistema Digitaria sanguinalis- 
Ustilago syntherismae és de gran importància per la seva possible aplicació a nivell 
agronòmic. Degut a la manca de coneixements en algunes etapes de la interacció, en 
aquest projecte es va procurar aprofundir en la fase d’infecció.   
Els objectius principals plantejats per a aquest treball varen ser: 
1. Determinar si existeixen diferències en la virulència de les espores d’Ustilago 
syntherismae provinents de plantes de Digitaria sanguinalis totalment 
encarbonades i de les provinents de plantes parcialment encarbonades.  
 
2. Constatar si les espiguetes de plantes aparentment sanes i les de plantes 
parcialment encarbonades responen de maneres diferents davant d’una infecció. 
 
D’aquests objectius principals en va derivar comprovar si el patró de germinació de les 





3. Materials i mètodes  
3.1. Material biològic utilitzat 
 
Tot el material biològic utilitzat es va extreure de Torre Marimon (Caldes de Montbui, 
Barcelona, 46° 12’ N,  4° 33’ E), d’una parcel·la utilitzada per l’estudi del patosistema 
Digitaria sanguinalis - Ustilago syntherismae des del 2006. 
Es van utilitzar espiguetes i espores dels tres tipus de planta explicats: plantes 
aparentment sanes (PAS) (sense presència de carbó), plantes parcialment encarbonades 
(PPE) (amb part de les inflorescències transformades en espores del carbó, però amb la 
presència d’alguna llavor aparentment viable) i plantes completament encarbonades 
(PCE) (amb totes les inflorescències transformades en espores del carbó).  
 
3.1.1. Material vegetal 
 
Es varen emprar espiguetes de Digitaria sanguinalis extretes de plantes aparentment 
sanes d’una parcel·la ubicada a Torre Marimon, collides a l’octubre del 2009 i al 
setembre del 2011. Aquestes es van separar segons l’any de recol·lecció i, per facilitar-
ne la comprensió, es van anomenar espiguetes normals (LLN). 
A més, també es van utilitzar espiguetes de Digitaria sanguinalis extretes de la mateixa 
parcel·la però de plantes parcialment encarbonades (PPE). Aquestes varen ser 
recol·lectades entre l’agost i el setembre del 2011 i varen ser anomenades espiguetes 
especials (LLE). 
De l’any 2009 no es comptava amb espiguetes d’aquest tipus. 
Les espiguetes normals es van obtenir sacsejant plantes madures al camp. Les plantes 
considerades especials, es van extreure senceres del camp i es van conservar en sec a 
temperatura ambient fins al dia en que se’ls va extreure les espiguetes. 
 
3.1.2. Material fúngic 
 
Per a la infecció es varen utilitzar teliòspores del fong Ustilago syntherismae extretes de 
plantes completament encarbonades (PCE) de la mateixa parcel·la de Torre Marimon 
collides a l’octubre del 2009 i al setembre del 2011. Aquestes espores es van conservar 
intactes en forma de carbó a la inflorescència de la planta. El dia de l’extracció es va fer 
un petit tall a la fulla bandera que embolcallava la massa d’espores i es va extreure el 
carbó amb una espàtula. Tot seguit es va passar per un sedàs de 200 µm per separar les 
espores del fong de possibles impureses i es van separar segons l’any de recol·lecció de 





A més, també s’extragué carbó de les plantes parcialment encarbonades (PPE) 
utilitzades per a l’obtenció d’espiguetes.  Aquestes varen ser recol·lectades entre 
l’octubre i el novembre del 2009 i entre l’agost i el setembre del 2011.  Com en el cas 
anterior es va extreure el carbó amb una espàtula, es va sedassar i per facilitar la 
comprensió del text, es van anomenar espores especials (EE). 
S’ha de tenir en compte que de material especial  només se’n disposava d’una quantitat 
molt petita d’ambdós anys, que tant les espores com les espiguetes d’aquest tipus van 
ser un limitant en molts casos. Es tenen dades d’aquesta parcel·la del 2006, que 
indiquen que la proporció de ramificacions a la base parcialment encarbonades respecte 
les totals era d’un 0,9% i en canvi la de ramificacions completament encarbonades era 
d’un 22,3% respecte les totals (Verdú et al., 2009). 
 
 
3.2. Estudis de capacitat germinativa  
 
Abans de començar els dos assajos d’infecció, es va fer un seguiment de germinació del 
material del qual es disposava. Es volia comprovar que realment el material disponible 
germinava correctament i, per tant, servia per a fer-ne una infecció. 
 
- Espores: 
Es van preparar 4 tubs de pyrex amb 12 ml aproximadament de solució mineral nutritiva 
completa per plantes (Arnon i Hoagland, 1940), amb tween 80 al 0,001% i 0,01 g 
d’espores aproximadament segons el tipus (normals o especials dels dos anys diferents). 
Aquests es van posar durant 3 dies a la cambra d’incubació amb un règim lumínic i 
tèrmic de 12 hores de llum a 30°C i 12 hores de foscor a 20°C. Passat aquest temps es 
van començar a fer recomptes d’espores germinades utilitzant una Cambra de 
Neubauer. Es van seguir durant 3 dies i es va comprovar que n’hi haguessin de 
germinades. 
 
Les condicions de la cambra es van  mantenir en els estudis de capacitat germinativa i en 
els dos assajos posteriors ja que en estudis anteriors del patosistema s’havia observat 









Es van posar a germinar aproximadament 300 espiguetes de plantes aparentment sanes 
(PAS) del 2009 ja que les d’aquest any eren les úniques que podien presentar algun 
problema de pèrdua de capacitat germinativa. Es coneix, com s’ha comentat a l’apartat 
1.4.2., que les espiguetes poden tenir una viabilitat en el sòl de fins a 3 anys (Masin et al 
2006). 
Es van posar les espiguetes repartides en 5 plaques de Petri de 9 mm de diàmetre amb 
un paper de filtre humitejat amb 3ml d’aigua destil·lada i es van posar a la cambra. Es va 
seguir la germinació durant 12 dies i es va anar apuntant el patró de germinació (si es 
tractava de germinació radicular (ra) o coleoptilar (co)). Es va comprovar que n’hi 
haguessin de germinades. 
També es va comprovar la capacitat germinativa de les espiguetes del 2011, tot i que en 
experiències anteriors es van utilitzar i s’havia comprovat que germinaven 
correctament. En aquest cas, al disposar de més material, es van utilitzar 
aproximadament 1000 espiguetes, que es varen repartir en 20 plaques de Petri. La 
metodologia utilitzada per al seguiment de la germinació va ser la mateixa que amb les 





El plantejament del treball va ser infectar plàntules de Digitaria sanguinalis amb el fong 
Ustilago syntherismae. S’utilitzà un mètode d’inoculació al buit per induir artificialment 
la interacció entre la planta i el fong (Mas i Verdú, 2014). Es van fer servir diverses fonts 
de variació per avaluar el seu  efecte en el grau d’infecció: 
 Any de recol·lecció: 2009 o 2011 (assaig 1 i assaig 2) 
 Tipus d’espores: Normals o especials 
 Tipus d’espiguetes: Normals o especials 
 Patró de germinació: Radicular (ra) o coleoptilar (co) 
Així doncs, es varen fer dos assajos, un amb el material (espiguetes i espores) 
recol·lectat el 2009 i un altre amb el recol·lectat el 2011. 
Es va encreuar el material normal i l’especial tal i com es reflecteix en la Figura 2. 







Figura 2. Esquema de la interacció entre espiguetes de Digitaria sanguinalis normals (de plantes 
aparentment sanes) i especials (de plantes parcialment encarbonades) amb espores d’Ustilago 
syntherismae normals (de plantes totalment encarbonades)  i especials (de plantes parcialment 
encarbonades) i patró de germinació radicular (Ra) o coleoptilar (Co). 
 
Per dur a terme els assajos es van considerar cinc grups diferents fent les combinacions 
d’espiguetes i espores que es desitjaven estudiar (Taula 1 i Taula 2). Es va fer un grup 
sense espores, el blanc, que va ser el grup control. 
 
Taula 1. Grups combinació d’espores d’Ustilago syntherismae i espiguetes de Digitaria sanguinalis de 





Espores Normals LLN-EN 
Espores Especials LLN-EE 
 
 
Taula 2. Grups combinació d’espores d’Ustilago syntherismae i espiguetes de Digitaria sanguinalis de 







- LLN-BLANC - 
Espores Normals LLN-EN LLE-EN 






3.3.1. Assaig 1 
 
El setembre de 2013 es va començar el primer assaig, pel qual es va utilitzar el material 
vegetal i fúngic del 2009. 
 
Preparació del material per facilitar la infecció 
 
Es varen obtenir les quantitats que es desitjaven d’espiguetes i d’espores de cada tipus 
pesant amb una balança: 
- 0.5 g d’espiguetes normals (LLN-BLANC) 
- 0.5 g d’espiguetes normals  i 0.05 g d’espores normals (LLN-EN) 
- 0.5 g d’espiguetes normals i 0.05 g d’espores de especials (LLN-EE) 
Un cop pesades, es netejaren les espiguetes per evitar al màxim les contaminacions. Es 
posaren en un tub de pyrex (cada grup d’espiguetes per separat) i es rentaren amb una 
solució d’hipoclorit sòdic (NaOCl) al 5% agitant durant 10 minuts manualment i 
mecànicament amb l’ajut de l’agitadora. Després es rentaren amb 3 litres d’aigua 
destil·lada utilitzant l’embut de filtre ceràmic, i un matrau Kitasatos (International Seed 
Testing Association [ISTA], 1985). 
Cadascun d’aquests grups d’espiguetes, amb les corresponents espores, es va posar en 
un tub de pyrex amb tap de rosca amb 5 ml de solució nutritiva  per plantes (0.01 g 




Es van col·locar en un dessecador els tres tubs amb espiguetes i espores prèviament 
agitats, destapats dins d’un vas de precipitats. Es van infiltrar al buit 3 vegades en 
períodes de 10 minuts, deixant una pausa entre aquests de 2 minuts. El buit aplicat va 
ser de -800 mbars. 
Tot seguit es van decantar els tubs per enretirar-ne una mica el sobrenedant i es van 
invertir damunt de tres plaques de Petri de 9 cm de diàmetre amb un paper de filtre, 
fent que totes les espiguetes de cada tub es dipositessin sobre el paper. Aquestes 
plaques es varen deixar incubar  destapades al laboratori (uns 25 °C de temperatura) en 






Preparació de solució d’espores 
 
Cada dia des de la infecció i durant 6 dies es van preparar solucions d’espores normals i 
especials que es van necessitar per afavorir encara més la infecció, ja que s’utilitzaren 
per humitejar les plaques de Petri amb espiguetes. Es va utilitzar una concentració 
aproximada de 0.001 g d’espores per cada ml de solució nutritiva. Un cop preparades 
(en pots o tubs de pyrex segons la quantitat que se’n necessités) es van agitar durant 
uns minuts i es van posar a la cambra d’incubació.  
 
Germinació i desenvolupament de les plàntules 
 
Al cap de 24 hores d’haver infiltrat les espiguetes, es van repartir les de cada placa en 5 
plaques diferents i es van posar a la cambra. 
Diàriament, a partir del dia de la infecció i durant 20-24 dies, es va fer un seguiment de 
les plaques de Petri amb les espiguetes i espores dels diferents tipus. 
A partir del tercer dia després d’haver realitzat la infiltració i fins el sisè, cada dia es van 
extreure de les plaques originals les espiguetes germinades diferenciant-les segons el 
seu patró de germinació (radicular o coleoptilar). Aquestes plàntules es van col·locar 
separadament en plaques noves amb paper de filtre gruixut (Albet DP 3645 090) 
humitejat amb 4 ml de solució d’espores segons escaigués o solució nutritiva en el cas 
del blanc. 
Es va anar seguint diàriament la germinació de cadascuna de les plaques originals, 
apuntant quantes plàntules havien germinat de cada tipus i si era necessari 
s’humitejaven amb solució nutritiva. 
Per evitar que hi hagués una densitat molt elevada de plàntules en la mateixa placa, es 
va decidir que el número màxim de espiguetes que es posarien per placa seria 25, tot i 
que s’intentà que la majoria en tinguessin 20. Un cop revisades totes les plaques de cada 
tipologia, es van segellar amb Parafilm les plaques amb plàntules, es van embolicar amb 
paper de plata per evitar-hi l’entrada de llum (simulant la foscor del sòl per afavorir 
l’allargament del mesocòtil de les plàntules i així augmentar-ne la superfície  per a la 
infecció) i es van introduir a la cambra.  
Al cap de 48 hores de foscor dins la cambra, es van treure les plaques dels paquets de 
paper de plata i es van tornar a posar a la cambra,  aquesta vegada deixant que la llum 









Al cap de 12 dies d’haver separat les espiguetes germinades, es va començar la tinció.  
Es van processar les plàntules segons la data i es va considerar que cada placa de Petri 
era una unitat experimental, per tant, totes les plàntules de cada placa es processaven 
alhora. 
Tenint en compte que dins les plaques de Petri es disposava de material biològic, que en 
molts casos estava contaminat amb algun fong i que es podia fer malbé, les plaques que 
ja portaven 12 dies a la cambra, si no es podien processar, es posaven a la nevera (4-8°C) 
a les fosques. 
De cada plàntula es va separar, amb molt de compte i sota una lupa binocular (9x-40x) 
utilitzada normalment a 9 augments, la primera fulla i la radícula obtenint d’aquesta 
manera la part que es volia observar: el mesocòtil i el coleòptil. Per a transparentar-les, 
es van passar a una gerreta amb NaOH al 5% tapada amb un vidre i es van posar a la 
placa calefactora durant 3 hores a 60°C aproximadament. Un cop passat aquest temps 
es varen passar a una altra gerreta amb aigua destil·lada per rentar-les i, tot seguit, per a 
tenyir-les es van submergir en una altra gerreta amb blau de toluïdina durant 15 minuts 
(Mas i Verdú, 2014) (Figura 3). 
 
 
Figura 3. Fase del procés de tinció en que les plàntules de D. sanguinalis es passen de la gerreta amb aigua 
destil·lada a la gerreta amb blau de toluïdina, observant sota la lupa binocular.  
 
Finalment es van muntar les preparacions amb les plàntules. Per a fer-ho, es van passar 





de medi de muntatge (alcohol de polivinil diluït) i s’hi van col·locar 5 plàntules, totes en 
el mateix sentit i la mateixa orientació. Es posà un cubreobjectes al damunt (Figura 4) i 
s’hi va fer un squash amb la pressió necessària per aixafar una mica els teixits de les 
plàntules. Cada preparació s’identificava amb el nom i la data de la placa d’on procedien 
les plàntules. 
Si les preparacions no es podien observar aquell mateix dia, se’ls posava esmalt d’ungles 
per lacar-les, fent que així la preparació durés uns dos o tres dies sense fer-se malbé. 
 
 
Figura 4. Fase del procés de tinció en la que es realitza el muntatge de les preparacions. Detall del 




Un cop es tenien les preparacions a punt, s’observaren al microscopi òptic a 400 
augments. 
Per a determinar si una plàntula estava infectada o no, s’observava des de l’extrem del 
coleòptil fins al coll de l’arrel. Es considerava una plàntula com a infectada en el cas de 
percebre una sola hifa del fong Ustilago syntherismae en els seus teixits. En canvi per a 
considerar una plàntula com a no infectada, s’havia de comprovar que en la totalitat 







3.3.2. Assaig 2 
 
Pel segon assaig es va utilitzar el material recol·lectat el 2011, aquest es va començar el 
novembre de 2013. 
Per dur a terme aquest assaig es va utilitzar la mateixa metodologia que per l’anterior. 
La infiltració,  la preparació de solució d’espores, el seguiment de la germinació i del 
desenvolupament de les plàntules i l’observació de les preparacions es van realitzar de 
la mateixa manera que en el primer assaig. Es van introduir alguns canvis en la quantitat 
de material utilitzat per a fer la infecció i en la tinció, tal i com es detalla a continuació. 
 
Preparació del material per a la infecció 
 
Es varen obtenir les quantitats que es desitjaven d’espiguetes i espores de cada tipus 
pesant amb la balança.  
- 0.5 g d’espiguetes normals (LLN-BLANC) 
- 0.5 g d’espiguetes normals  i 0.02 g d’espores normals (LLN-EN) 
- 0.5 g d’espiguetes normals i 0.02 g d’espores especials(LLN-EE) 
- 0.11 g d’espiguetes especials i 0.02 g d’espores normals (LLE-EN) 
- 0.11 g d’espiguetes especials i 0.02 g d’espores especials (LLE-EE) 
Un cop netejades les espiguetes, cadascun d’aquests grups, amb les corresponents 
espores, es va posar en un tub de pyrex amb tap de rosca amb 10 ml de solució nutritiva 
(0.002 g d’espores per ml de solució nutritiva aproximadament) i es va agitar 




Per a aquest assaig, es va decidir introduir una petita variació en la observació de les 
plàntules del grup control. De les plaques extretes cada dia de seguiment de germinació, 
aproximadament tres vuitenes parts  es van tenyir i observar si estaven infectades o no. 
A les altres cinc vuitenes parts se’ls va mesurar la longitud del mesocòtil ja que es creia 
una dada important en el moment de la infecció. Aquesta mesura es va fer sota una llum 







Figura 5. Mesura dels mesocòtils amb un regle d’algunes de les plàntules control de D. sanguinalis. 
 
Per als altres quatre grups d’espiguetes i espores, es va utilitzar el mateix mètode que 





Es varen fer fotografies de diverses plàntules, infectades i no infectades, a 40, 100 i 400 
augments. Aquestes varen ser captades amb una vídeo càmera ocular amb sortida USB 
acoblada al microscopi i es van editar amb el programa TOUP VIEW. 
 
 
3.5. Tractament de dades 
3.5.1. Estudi de capacitat germinativa i seguiment de la germinació 
 
Tant en els tres estudis de capacitat germinativa ( el d’espores i els dos d’espiguetes) 
com en els seguiments de germinació d’espiguetes dels dos assajos, es varen obtenir 
dades de germinació. Per analitzar-les es va utilitzar estadística descriptiva; es varen fer 
gràfics de germinació acumulada total i segons el patró de germinació. 





3.5.2. Assajos 1 i 2 
 
Per analitzar les dades obtingudes en els dos assajos, les plaques de Petri varen ser 
considerades unitats experimentals i la variable analitzada va ser la proporció de 
plàntules infectades de cada placa (número de plàntules infectades/número de 
plàntules totals). 
Per a poder realitzar el tractament estadístic d’aquestes dades, es van haver de 
transformar prèviament, per fer-ho es va fer l’arcsinus d’aquesta variable en tant per u. 
 
Es va realitzar una anàlisi de la variància utilitzant els factors principals i nivells que 
apareixen a la Taula 3 i la Taula 4. A més, es va estudiar la interacció entre els dos o tres 
factors principals que hi apareixen. Per a fer-lo, es va utilitzar el procediment GLM 
(General Linear Models), escollint la suma de quadrats tipus III. 
Aquesta anàlisi es va complementar amb el test de separació de mitjanes de Tukey. El 
nivell de significació utilitzat en totes les anàlisis va ser de 0,05. 
 
A més, es van estudiar els intervals de confiança de les mitjanes d’infecció (al 95%) 
segons els factors tipus de germinació i tipus d’espores. 
 
El tractament estadístic de les dades dels dos assajos es va realitzar amb el paquet 
informàtic estadístic SAS (SAS Institute, 2002).   
 
 
Taula 3. Factors principals i nivells utilitzats per l’anàlisi de la variància de les dades obtingudes en l’assaig 
1. 









Taula 4. Factors principals i nivells utilitzats per a l’anàlisi de la variància de les dades obtingudes en 
l’assaig 2. 
















Es varen tractar les dades dels dos assajos per separat ja que s’havia comptat amb 
material diferent. En l’anàlisi de l’assaig del 2011, el patró de germinació es va analitzar 
aniuat al tipus d’espigueta. 
 
3.5.3. Longituds dels mesocòtils 
 
Per estudiar les dades obtingudes amb la mesura de longituds dels mesocòtils, es va 
utilitzar estadística descriptiva: se’n va calcular la mitjana aritmètica i la desviació 
estàndard separant les dades segons el patró de germinació de les plàntules. Es va tenir 
en compte els dies que feia que les plàntules rebien llum i que, per tant, augmentava la 
longitud dels mesocòtils de les plàntules. En el cas que les plaques haguessin passat 
algun dia a la nevera, aquest no es comptava com a dia en el que rebien llum, ja que la 
temperatura era tant baixa que s’aturava el creixement de les plàntules. 
Les dades obtingudes de les longituds dels mesocòtils de les plàntules control 





4. Resultats i discussió 
4.1. Dades de germinació 
4.1.1. Estudis de capacitat germinativa 
 
- Espores: 
En aquest estudi es va poder comprovar que les espores que provenien de plantes 
recol·lectades l’any 2009 tenien un percentatge de germinació més baix que les que 
provenien de plantes del 2011, amb un 0,21% i un 5,31% de mitjana respectivament 
(Taula 5). Mas i Verdú (2014) en un estudi de capacitat germinativa d’espores, van 
comprovar que germinaven molt poques ustilospores (<3%) amb més d’un any d’edat.  
 
Taula 5.  Resum dels recomptes d’espores de Ustilago syntherismae totals i germinades de l’estudi de 
capacitat germinativa i percentatges de germinació d’aquestes. Les espores anomenades normals 
procedien de plantes de Digitaria sanguinalis totalment encarbonades i les espores anomenades 












1868 2 0,11 
Especials 
2009 
3246 10 0,31 
Normals 
2011 
1143 51 4,46 
Especials 
2011 
4504 277 6,15 
 
Tot i que els percentatges de germinació són molt baixos, es va considerar que les 
espores eren adequades per a fer els assajos, ja que en la infiltració la quantitat 
d’espores utilitzades era molt superior a la d’aquest l’estudi.  
 
- Espiguetes 
En l’estudi de capacitat germinativa d’espiguetes procedents de plantes aparentment 
sanes recol·lectades l’any 2009, es va comprovar que aquestes havien germinat 
correctament ja que, en els 12 dies que va durar el seguiment de la germinació, van 






Figura 6. Percentatge de germinació acumulada al llarg del temps d’espiguetes de Digitaria sanguinalis 
recol·lectades el 2009. 
 
L’estudi de capacitat germinativa d’espiguetes de plantes aparentment sanes del 2011 
va mostrar, com s’esperava, molt bons resultats (Figura 7).  Al cap de 33 dies d’haver 
començat l’estudi, un 98,18% d’aquestes havien germinat, per tant, es van considerar 
espiguetes completament adequades per a fer l’assaig.  
 
Figura 7. Percentatge de germinació acumulada al llarg del temps d’espiguetes de Digitaria sanguinalis 


































































4.1.2. Seguiment de la germinació dels assajos 1 i 2 
 
Durant els assajos 1 i 2, es va seguir la germinació de les espiguetes utilitzades dels 
diferents tipus (Figura 8).  Es van poder observar diferències en la germinació acumulada 
segons la procedència (plantes aparentment sanes o plantes parcialment encarbonades) 
i l’any de recol·lecció d’aquestes. En el cas de les espiguetes procedents de plantes 
aparentment sanes del 2009 (LLN-2009), al cap de 19 dies d’haver començat l’assaig, un 
73,07% de les espiguetes havien germinat. Pel que fa a les espiguetes del 2011, al cap de 
24 dies d’haver començat l’assaig, un 84,79% de les que procedien de plantes 
aparentment sanes(LLN-2011) havien germinat, en canvi de les que procedien de 
plantes parcialment encarbonades (LLE-2011) només un 39,34%. 
 
 
Figura 8. Percentatge de germinació acumulada al llarg del temps de les espiguetes de Digitaria 
sanguinalis utilitzades en els assajos 1 i 2. LLN-2009 i LLN-2011 equivalen a les espiguetes provinents de 
plantes aparentment sanes del 2009 i 2011 respectivament. LLE-2011 equival a les espiguetes provinents 
de plantes parcialment encarbonades del 2011. 
 
En aquests seguiments, es va creure convenient estudiar la germinació de les espiguetes 
segons el patró de germinació (radicular o coleoptilar) d’aquestes. De les dades de 
germinació acumulada dels tres casos estudiats en aquest apartat (LLN-2009, LLN-2011 i 
LLE-2011), se’n va calcular el percentatge de germinacions de cada patró (Figura 9, 
Figura 10 i Figura 11).  
 
En el cas de les espiguetes procedents de plantes aparentment sanes recol·lectades el 
2009 (LLN-2009), un 83,19% van germinar radicularment i un 16,81% ho van fer 






































del mateix tipus recol·lectades el 2011 (LLN-2011); un 87,40% van seguir el patró 
radicular de germinació i un 12,60% el coleoptilar (Figura 10).  
 
 
Figura 9. Percentatge de germinació acumulada al llarg del temps de les espiguetes de Digitaria 
sanguinalis procedents de plantes aparentment sanes (normals) utilitzades en l’assaig 1, respecte el total 




Figura 10. Percentatge de germinació acumulada al llarg del temps de les espiguetes de Digitaria 
sanguinalis procedents de plantes aparentment sanes (normals) utilitzades en l’assaig 2, respecte el total 







































































Verdú i Mas (2014) en tests de germinació duts a terme amb espiguetes aparentment 
sanes recol·lectades en el mateix camp entre el 2006 i el 2009, van obtenir freqüències 
anuals de germinació radicular entre 54% i 69%.  Les espiguetes van ser tractades de la 
mateixa manera i els assajos de germinació es varen fer amb les mateixes condicions 
que les que es van establir en aquest treball.  
A més, en els tests de germinació de l’estudi esmentat, com en els del present treball, 
les plàntules que van germinar coleoptilarment ho van fer més tard i més lentament que 
aquelles que varen germinar radicularment. 
Les espiguetes procedents de plantes parcialment encarbonades recol·lectades l’any 
2011 (LLE-2011) van presentar un 91,15% de germinacions amb patró radicular i un 
8,85% amb patró coleoptilar (Figura 11).  En un test de germinació d’espiguetes 
procedents de plantes parcialment encarbonades recol·lectades el 2009 en el mateix 
camp, es van obtenir freqüències de germinació radicular del 60,8% i coleoptilar del 
39,2% (Verdú i Mas, 2014). 
 
 
Figura 11. Percentatge de germinació acumulada al llarg del temps de les espiguetes de Digitaria 
sanguinalis procedents de plantes parcialment encarbonades (especials) utilitzades en l’assaig 2, respecte 
el total d’espiguetes que van germinar. Les dades apareixen separades segons el patró de germinació 











































4.2. Dades d’infecció dels assajos 1 i 2 
 
Les plàntules de Digitaria sanguinalis  infectades pel fong Ustilago syntherismae es van 
distingir de les plàntules lliures d’infecció per la presència d’hifes en els seus teixits. 
Aquestes apareixien com estructures tenyides de blau fosc intens i mostraven unes 
evaginacions arrodonides que les van fer relativament fàcils de distingir dels teixits 
vegetals on estaven localitzades. 
 
4.2.1. Assaig 1 
Resultats obtinguts 
 
En el primer assaig, dut a terme amb material del 2009, es van processar 61 plaques de 
Petri. D’aquestes, 41 contenien plàntules que provenien d’espiguetes de plantes 
aparentment sanes infiltrades amb espores normals o especials i 20 contenien plàntules 
del grup control (Taula 6). En total es varen tenyir i observar 926 plàntules. 
No es van observar hifes internes en cap de les plàntules del grup control (LLN-BLANC), 
per tant, aquestes no van resultar infectades pel fong.   
En total es varen infectar un 8,97% de les plàntules inoculades. Es van observar hifes 
internes en un 11,47% de les plàntules que provenien d’espiguetes infiltrades amb 
espores normals i un 6,96% de les que s’havien infiltrat amb espores especials (Taula 6). 
 
Taula 6. Número de plaques amb el número de plàntules d’espiguetes normals processades durant 
l’assaig 1 (2009) segons el tipus d’espores; així com número de plàntules infectades i percentatge de 

















- LLN-BLANC 20 302 0 0,00 
Espores 
Normals 
LLN-EN 19 279 32 11,47 
Espores 
Especials 







Anàlisi de la variància  
 
Amb les dades d’infecció obtingudes en aquest assaig, es va realitzar l’anàlisi de la 
variància (Taula 7).  
 
Taula 7. Anàlisi de la variància dels factors tipus de germinació,  tipus d’espores i la interacció entre 
aquests dos factors. Les dades d’infecció van ser obtingudes en l’assaig 1 (2009). La transformació 








Valor F P > F 
Germinació 1 0,0594557 0,0594557 3,48 0,0701 
Espores 1 0,1300611 0,1300611 7,61 0,009 
Germinació x 
Espores 
1 0,0648856 0,0648856 3,8 0,059 
 
Amb aquesta anàlisi es pot observar que en el cas del factor espores, el nivell de 
significació obtingut és inferior a 0,05 (P=0,009). Per tant, es pot afirmar que existeixen 
diferències significatives entre el tipus d’espores (normals o especials) en relació a la 
proporció de plàntules infectades pel fong.  
En canvi, en els factors germinació i en la interacció entre el tipus de germinació i el 
tipus d’espores, el nivell de significació és superior a 0,05 (P=0,0701 i P=0,059 
respectivament). Llavors, no es pot afirmar amb el mateix nivell de significació que 
existeixen diferències significatives en la proporció de plàntules infectades depenent del 
tipus de germinació de les espiguetes (radicular o coleoptilar) ni de la interacció entre el 
tipus de germinació i el tipus d’espores.   
Si s’accepta un nivell de significació de 0,06, es podria afegir que hi ha diferències 
significatives en la proporció de plàntules infectades depenent de la interacció entre els 
factors tipus de germinació i tipus d’espores (germinació x espores). 
 
Separació de mitjanes dels nivells dels factors 
 
L'anàlisi estadística es va completar amb una separació de mitjanes dels nivells dels 
factors amb el test de Tukey (Taula 8).  
 
Taula 8. Mitjanes poblacionals d’infecció de plàntules de Digitaria sanguinalis tenint en compte el tipus 





de cada placa”, en tant per u. Els valors de mitjanes amb diferent lletra són significativament diferents a 





Coleoptilar Especial 0,0616 A  
Coleoptilar Normals 0,2761  B 
Radicular Especial 0,0654 A  
Radicular Normals 0,1028 A  
 
Observant la Taula 8 les mitjanes d’aquests grups, es pot afirmar que les plàntules amb 
germinació coleoptilar infiltrades amb espores normals (procedents de plantes 
totalment encarbonades) van presentar la mitjana més elevada d’infecció, amb un 
27,61%.  
A continuació es mostra un gràfic amb els intervals de confiança de les mitjanes (al 95%) 
segons els factors tipus de germinació i tipus d’espores (no es va tenir en compte el tipus 
d’espiguetes degut a que en anàlisis anteriors s’havia observat que aquest no afectava a 
la proporció de plàntules infectades) (Figura 12). 
 
 
Figura 12. Intervals de confiança al 95% i mitjana de la població, de la variable “proporció de plàntules 
infectades de cada placa”, en tant per u de l’assaig 1, segons el patró de germinació i el tipus d’espores. 
(Co i Ra: Coleoptilar i Radiuclar; EE i EN: Espores especials i normals respectivament). 
 
Tal i com s’observa a la Taula 8, la Figura 12 corrobora amb un nivell de significació del 
5% que, en plàntules amb germinació coleoptilar, el tipus d’espores (normals o 


































4.2.2. Assaig 2 
Resultats obtinguts 
 
En el segon assaig, dut a terme amb el material fúngic i vegetal del 2011, es van 
processar 62 plaques de Petri. D’aquestes plaques, 55 contenien plàntules germinades a 
partir d’espiguetes normals o especials infiltrades amb espores normals o especials i 7 
plaques contenien plàntules del grup control (Taula 9 i Taula 10). En total es van tenyir i 
observar 1071 plàntules. 
La part de les plàntules del grup control que es va utilitzar per a mesurar-ne el mesocòtil 
no està contemplada en aquest apartat. Els resultats obtinguts es mostren en l’apartat 
4.3. 
Tal i com va succeir en l’assaig 1, cap de les plàntules del grup control (LLN-BLANC) va 
resultar infectada pel fong.  
En total es varen infectar un 64,03% de les plàntules inoculades. Es van observar hifes 
internes en un 78,96% de les plàntules que provenien d’espiguetes normals infiltrades 
amb espores normals i un 49,76% de les que s’havien infiltrat amb espores especials 
(Taula 9). A més, es van infectar un 87,93% de les plàntules que provenien d’espiguetes 
especials infiltrades amb espores normals i un 47,89% de les que havien estat infiltrades 
amb espores especials (Taula 10). En ambdós casos el percentatge d’infecció de 
plàntules va ser molt superior quan s’havien infiltrat amb espores normals. 
 
Taula 9. Resum del número de plaques amb el número de plàntules d’espiguetes normals processades 
durant l’assaig 2 (2011) segons el tipus d’espores; així com número de plàntules infectades i percentatge 


















- LLN-BLANC 7 137 0 0,00 
Espores 
Normals 
LLN-EN 21 385 304 78,96 
Espores 
Especials 






Taula 10. Resum del número de plaques amb el número de plàntules d’espiguetes especials processades 
durant l’assaig 2 (2011) segons el tipus d’espores; així com número de plàntules infectades i percentatge 





















LLE-EN 4 58 51 87,93 
Espores 
Especials 
LLE-EE 8 71 34 47,89 
 
 
Anàlisi de la variància 
 
Amb les dades d’infecció obtingudes a l’assaig 2, es va fer una anàlisi de la variància 
(Taula 11). 
 
Taula 11. Anàlisi de la variància dels factors espiguetes, tipus de germinació (aniuat al tipus d'espiguetes),  
tipus d’espores i la interacció entre els factors espiguetes i espores. Les dades d’infecció són obtingudes 
en l’assaig 2 (2011). La transformació aplicada va ser arcsinus de la proporció de plàntules infectades de 








Valor F P>F 
Espiguetes 1 0,00178492 0,00178492 0,02 0,8917 
Germinació 
(espiguetes) 
2 0,0276728 0,0138364 0,15 0,8652 
Espores 1 227254702 2,27254702 23,86 <0,0001 
Espiguetes x 
Espores 
1 0.04310159 0,04310159 0,45 0,5043 
 
Observant els resultats d’aquesta anàlisi es pot constatar, com en l’assaig 1, que en el 
cas del factor espores, el nivell de significació obtingut és inferior a 0,05 (P<0,0001). Això 
indica que existeixen diferències significatives entre el tipus d’espores en relació a la 
proporció de plàntules infectades.  
En canvi, en els factors espiguetes i germinació i en la interacció entre el tipus de 




P=0,8652 i P=0,5043 respectivament). Per tant no es pot afirmar, amb el mateix nivell de 
significació, que existeixen diferències significatives en la proporció de plàntules 
infectades depenent del tipus d’espiguetes, el tipus de germinació ni de la interacció 
entre el tipus d’espiguetes i el tipus d’espores. 
 
Separació de mitjanes dels nivells dels factors 
 
L'anàlisi estadística es va completar amb una separació de mitjanes dels nivells dels 
factors amb el test de Tukey (Taula 12 i Taula 13).  
 
Taula 12. Mitjanes poblacionals d’infecció de plàntules de Digitaria sanguinalis tenint en compte el tipus 
d’espiguetes i el tipus d’espores. Les dades corresponen a la variable “proporció de plàntules infectades 
de cada placa”, en tant per u. Els valors de mitjanes amb diferent lletra són significativament diferents a 





Especial Especial 0,4076 A  
Especial Normals 0,8588  B 
Normals Especial 0,4921 A B 
Normals Normals 0,8301  B 
 
 
Taula 13. Mitjanes poblacionals d’infecció de plàntules de Digitaria sanguinalis tenint en compte el tipus 
de germinació i el d’espiguetes. Les dades corresponen a la variable “proporció de plàntules infectades de 
cada placa”, en tant per u. Els valors de mitjanes amb diferent lletra són significativament diferents a una 





Coleoptilar Especial 0,6221 A 
Coleoptilar Normals 0,6633 A 
Radicular Especial 0,7042 A 
Radicular Normals 0,6951 A 
 
A la Taula 12 es pot observar que les espiguetes infiltrades amb espores normals 
s’infecten amb un percentatge molt superior a les infiltrades amb espores especials. Es 
pot afirmar que existeixen diferències significatives des del punt de vista estadístic entre 
els dos tipus d’espores emprats.  
A més, tal i com es pot observar a la Taula 13, es pot corroborar amb un nivell de 





d’espiguetes (normals o especials) no afecten a la proporció de plàntules infectades pel 
fong.  
Tot i que només es van observar diferències significatives en un dels factors analitzats, 
es va creure convenient poder valorar alhora els tres factors que van poder significar 
una font de variació en els resultats (Taula 14). Amb aquestes dades no va ser possible 
fer una anàlisi estadística ja que no estaven representats tots els nivells dels factors (en 
l’assaig 2 no es van obtenir espiguetes especials infiltrades amb espores normals que 
germinessin coleoptilarment). Per a estudiar aquestes dades, es deixa de banda les 
plàntules que provenien d’espiguetes especials que van ser inoculades amb espores 
normals degut a que, com s’ha explicat, no estan representats els dos patrons de 
germinació d’aquestes. 
 
Taula 14. Mitjanes d’infecció i número de plaques de Petri tractades de plàntules de Digitaria sanguinalis 
inoculades amb Ustilago syntherismae tenint en compte el tipus d’espiguetes, el d’espores i el de 
germinació. Les dades corresponen a les mitjanes de la variable “proporció de plàntules infectades de 
cada placa”, en tant per u.  





Normals Normals Radicular 0,79 19 
Normals Normals Coleoptilar 1,00 2 
Normals Especials Radicular 0,53 17 
Normals Especials Coleoptilar 0,18 4 
Especials Normals Radicular 0,42 6 
Especials Normals Coleoptilar 0,33 2 
Especials Especials Radicular 0,88 4 
Especials Especials Coleoptilar  - 0  
 
 
Com s’observa en la Taula 14, hi ha dues combinacions d’espiguetes i espores (Normals-
Especials i Especials-Normals) en les quals es varen infectar més plàntules quan la 
germinació havia seguit el patró radicular que en les que havien seguit el coleoptilar. En 
el cas de les plàntules provinents d’espiguetes normals infiltrades amb espores normals, 
va passar totalment el contrari; les plàntules amb patró de germinació coleoptilar 
s’infectaren en més proporció (100%).  Es creu, però, que això pot ser degut a la poca 
representació d’aquest grup de plàntules, ja que només dues plaques de Petri contenien 
plàntules d’aquest tipus.   
 
Es van calcular els intervals de confiança de les mitjanes al 95% dels nivells del tipus de 
germinació i tipus d’espores (no es va tenir en compte el factor tipus d’espigueta degut a 
que en anàlisis anteriors s’havia observat que aquest no afectava a la proporció de 




especials infiltrades amb espores normals que van germinar coleoptilarment ja que no 
es varen obtenir a l’assaig 2.  
 
Figura 13. Intervals de confiança al 95% i mitjana de la població, de la variable “proporció de plàntules 
infectades de cada placa”, en tant per u de l’assaig 2, segons el patró de germinació i el tipus d’espores. 
(Co i Ra: Coleoptilar i Radiuclar; EE i EN: Espores especials i normals respectivament). 
 
Tal i com s’observa a la Taula 14, la Figura 13 mostra que, en general, les plàntules amb 
patró coleoptilar s’infecten de mitjana en menor proporció que les de patró radicular. A 
més, es pot observar que en les plàntules amb patró de germinació radicular, les 
inoculades amb espores normals s’infecten en major proporció que les que van ser 
inoculades amb espores especials.  
En l’estudi d’infecció dut a terme per Mas i Verdú (2014) es van obtenir resultats 
similars. Es van detectar diferències significatives en les mitjanes d’infecció de les 
plàntules depenent del patró de germinació. Les plàntules amb patró radicular van 
mostrar major susceptibilitat (66%) que les que tenien patró coleoptilar (46%). Això va 
portar a pensar que hi havia algun mecanisme genètic per evitar la infecció. 
Amb l’assaig dut a terme en aquest treball, no es pot afirmar que el tipus de germinació 
(patró radicular o coleoptilar) tingui un efecte sobre la proporció de plàntules 
infectades. Tot i que s’observi que en general les plàntules amb patró de germinació 
radicular van ser més susceptibles a ser infectades que les que tenien patró coleoptilar, 
estadísticament no hi ha diferències significatives entre els nivells d’aquest factor. Es 
creu que això és degut a que, tal i com s’observa  a la Taula 14, hi havia molta més 









































4.2.3. Comparació dels resultats dels assajos 1 i 2 
 
Després de la realització dels assajos i de l’anàlisi dels resultats, es va creure convenient 
comparar els resultats obtinguts per poder copsar si el factor any de recol·lecció de les 
espiguetes i espores (2009 o 2011) causava diferències en la infecció de les plàntules. 
En els dos assajos cap de les plàntules del grup control (LLN-BLANC) va resultar infectada 
pel fong. Es pot afirmar que el fong no es trobava en forma d’espores o miceli a l’interior 
de la cariopsi, possibilitat que havien suggerit Johnson i Baudoin (1997). Mas i Verdú 
(2014) van confirmar que l’entrada del fong dins la planta es dóna quan aquesta està en 
estadi de plàntula.  
En l’assaig dut a terme amb material vegetal i fúngic del 2009, el percentatge d’infecció 
de les plàntules inoculades va ser d’un 8,97%. Aquest va resultar molt més baix que en el 
cas de l’assaig dut a terme amb material del 2011, on el percentatge d’infecció va ser 
d’un 64,03%. Aquest fet pot ser degut a que, tal i com s’ha comentat en l’apartat  4.1.1, 
les espores amb el pas dels anys perden capacitat germinativa i per tant capacitat 
infectiva. 
Fent l’anàlisi de la variància dels resultats obtinguts en els dos assajos, es va observar 
que tant per el material del 2009 com per el del 2011, existien diferències significatives 
(P=0,009 i P<0,0001 respectivament) entre el tipus d’espores utilitzat per la infiltració en 
relació a la proporció de plàntules infectades. En els dos assajos, les espiguetes 
infiltrades amb espores normals es varen infectar amb un percentatge superior a les 
infiltrades amb espores especials. 
No es pot afirmar que cap dels altres factors estudiats en les anàlisis de variància dels 
dos assajos mostrés diferències significatives en la proporció de plàntules infectades 
depenent dels seus nivells si s’acceptava un nivell de significació de 0,05. En canvi, en el 
primer assaig, si s’acceptava un nivell de significació del 0,06, la interacció entre els 
factors tipus de germinació i tipus d’espores causava diferències significatives en la 
proporció de plàntules infectades. 
 
 
4.3. Longituds dels mesocòtils 
 
Del segon assaig (material del 2011) es van seleccionar a l’atzar 17 plaques control que 
contenien un total de 370 plàntules. L’objectiu era conèixer la variabilitat entre les 
longituds dels mesocòtils de les plàntules amb patró de germinació radicular i 




Es pot observar a la Taula 15 que en el cas de les plàntules amb germinació radicular, la 
longitud mitjana dels mesocòtils (17,86 mm) és superior a la de les plàntules amb 
germinació coleoptilar (13,08 mm).  
 
Taula 15. Longituds mitjanes i desviació estàndard dels mesocòtils de Digitaria sanguinalis segons el patró 










Radicular 240 17,86 3,91 
Coleoptilar 130 13,08 5,14 
 
En un estudi anterior, fet amb espiguetes del 2009, s’havia arribat a resultats similars. 
Les plàntules amb patró de germinació radicular havien assolit una longitud del 
mesocòtil mitjana superior (15,90mm) a la de les plàntules amb patró coleoptilar 
(14,10mm) (Mas i Verdú, 2014). 
Una possible explicació a les diferències de les mitjanes d’infecció de les plàntules 
segons el patró de germinació podria ser la longitud dels mesocòtils. Les plàntules amb 
patró de germinació radicular, que van assolir longituds mitjanes dels mesocòtils 
superiors, van mostrar major grau d’infecció que les plàntules amb patró coleoptilar. 
Ustilago syntherismae devia haver tingut més superfície de mesocòtil per efectuar la 








Existeixen diferències en la virulència de les espores de Ustilago syntherismae 
provinents de plantes de Digitaria sanguinalis totalment encarbonades(espores 
normals)  i de les provinents de plantes parcialment encarbonades (espores especials).  
Les plàntules que havien estat inoculades amb espores provinents de plantes totalment 
encarbonades van mostrar uns percentatges d’infecció significativament superiors a les 
plàntules inoculades amb espores provinents de plantes parcialment encarbonades. 
Les espiguetes extretes de plantes aparentment sanes (espiguetes normals) i les 
extretes de plantes parcialment encarbonades (espiguetes especials) no es pot dir que 
responguin de manera significativament diferent davant d’una infecció.  
No es pot afirmar que existeixin diferències significatives en el tipus de germinació de les 
espiguetes (patró radicular o coleoptilar) en relació al grau d’infecció de les plàntules.  
Les plàntules amb patró de germinació radicular assoleixen una longitud del mesocòtil 
mitjana superior a la de les plàntules amb patró de germinació coleoptilar. 
El fong Ustilago syntherismae no es troba en forma d’espores o de miceli a l’interior de 
la cariopsi de Digitaria sanguinalis. 
 
De la realització del treball se’n poden extreure conclusions secundàries: 
Les espores de Ustilago syntherismae mostren diferències en la capacitat germinativa 
segons l’any de recol·lecció. Les espores del 2009  tenen un percentatge de germinació 
més baix que les que varen ser recol·lectades el 2011. 
Les espiguetes de Digitaria sanguinalis recol·lectades el 2009 i el 2011 mostren 
capacitats germinatives similars. 
Les espiguetes de D. sanguinalis mostren diferències en el percentatge de germinació 
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ANNEX A   Imatges del procés de tinció 
 
ANNEX B                  Imatges a 40, 100 i 400 augments de les plàntules                                
estudiades 










Figura 14. Placa de Petri amb les plàntules de Digitaria sanguinalis preparades per a ser processades 12 
dies després de la seva germinació (Autora: Marta Jorba). 
 
 
Figura 15. Detall d’una plàntula de Digitaria sanguinalis. A: Plàntula sencera, no processada. B: Part de la 
plàntula que es vol observar després d’haver retirat la primera fulla i la radícula, quedant el mesocòtil i el 






Figura 16. Gerretes amb NaOH al 5% i les plàntules corresponents, tapades amb un vidre i col·locades 
sobre una placa calefactora (Autora: Marta Jorba). 
 
 
Figura 17. Gerretes amb aigua destil·lada i gerretes amb blau de toluïdina contenint plàntules de Digitaria 







Figura 18. Passos 1, 2 i 3 de col·locació i squash del cubreobjectes sobre el portaobjectes amb les plàntules 
de Digitaria sanguinalis tenyides i una gota de medi de muntatge amb l’ajuda d’una agulla emmanegada 
(Autora: Marta Jorba). 
  





Imatges a 40, 100 i 400 augments de les plàntules estudiades 
 
Figura 19. Muntatge de les fotografies de les plàntules de Digitaria sanguinalis infectades, de les no 
infectades i de les contaminades capturades amb la càmera ocular acoblada al microscopi a 40, 100 i 400 
augments. En el dibuix lateral hi apareix la plàntula sencera i el dibuix central mostra el mesocòtil i el 
coleòptil, la part de la plàntula observada. 
  
Figura 20 (Pàgina 55) 
Figura 21 (Pàgina 55) 
Figura 22 (Pàgina 56) 
Figura 23  (Pàgina 56) 
Figura 24 (Pàgina 57) 
Figura 25 (Pàgina 57) 







Figura 20. Plàntula de D. sanguinalis no infectada del grup control, a 40 augments. S’hi observa el 
coleòptil i l’inici del mesocòtil (Autora: Marta Jorba). 
 
 
Figura 21. Plàntula de D. sanguinalis infectada del grup LLNEN (espiguetes normals i espores normals), a 
100 augments. S’hi pot observar la base del coleòptil amb hifes, tenyides de blau fosc, associades als 






Figura 22. Plàntula de D. sanguinalis infectada del grup LLNEN (espiguetes normals i espores normals), a 




Figura 23. Plàntula de D. sanguinalis infectada del grup LLNEE (espiguetes normals i espores especials), a 
400 augments. S’hi observen les hifes tenyides de blau fosc associades als teixits vasculars del mesocòtil 







Figura 24. Plàntula de D. sanguinalis no infectada del grup control, a 400 augments. S’hi observen els 
teixits vasculars del mesocòtil lliures d’hifes del fong (Autora: Marta Jorba). 
 
 
Figura 25. Contaminació d’una plàntula de D. sanguinalis no infectada del grup control, a 400 augments. 





Figura 26. Contaminació d’una plàntula de D. sanguinalis no infectada del grup control, a 40 augments. Es 
poden observar cossos fructífers d’un fong diferent a U. syntherismae a la part externa de la plàntula 
(Autora: Marta Jorba).  
 
 
 
 
 
 
